Screen New Proteins Interacting with BACE1 by Yeast-two Hybrid by 侯海波
学校编码：10384                           分类号      密级        
学    号：200426120                        UDC        
 
 
硕  士  学  位  论  文 
                                       
酵母双杂交筛选 BACE1 相互作用蛋白 
 
Screen New Proteins Interacting with BACE1 by Yeast-two 
Hybrid 
侯海波 
   
指导教师姓名： 刘润忠 副教授 
               许华曦 教授、博导     
专 业  名 称：  生化与分子生物学 
    论文提交日期：  2007  年 6 月 29 日 
              论文答辩时间：  2007  年 8 月 5  日 
    学位授予日期：        年   月    日 
 
答辩委员会主席：彭宣宪 教授、博导
评    阅    人：                


























                        声明人（签名）： 




































  1、保密（ ），在   年解密后适用本授权书。 




作者签名：      日期：  年 月 日 


















     中文摘要 
摘要 
淀粉样蛋白（β-amyloid, Aβ）沉淀是阿尔茨海默症（Alzheimer disease，AD）
的重要病理特征之一。Aβ是由淀粉样前体蛋白（amyloid precursor protein ,APP）




们以 BACE1 胞内段构建诱饵蛋白，用酵母双杂交方法筛选与之相互作用的蛋白。 
我们用BACE1-CB473-501B作为诱饵蛋白筛选人胎脑文库后，得到 62 个阳性克
隆。经测序和序列比对后，我们得到了三个蛋白：分别为CUTA（cutA divalent 









我们的研究发现了一个新的与 BACE1 相互作用蛋白 CUTA。在 HEK293T
细胞和 N2a 细胞中进行的实验证明 CUTA 和 BACE1 能够发生相互作用，并且
CUTA 的过度表达能够上调 APP 蛋白水平。这些研究说明 CUTA 可能参与了
BACE1 酶活性的调节，或者提高了 APP 蛋白的表达。对于 CUTA 的进一步研究，
不仅有助于揭示 CUTA 在哺乳动物中的生物学功能，还有可能为 BACE1 生理功



















The deposition of β-amyloid (Aβ) is a pathologic hallmark of Alzheimer’s 
Disease (AD). Aβ is derived from β-amypoid precursor protein (APP) through 
sequential proteolytic cleavages by β-secretase (BACE1) and γ-secretase. BACE1 has 
been identified as the key setecrase leading to β-amyloid formation. However, some 
pathophysiological functions of BACE1 and the underlying mechanisms still remain elusive. To 
further elucidate the roles of BACE1 in the development of AD, a yeast two-hybrid 
system was used to screen a human embryo brain cDNA library for proteins directly 
interacting with BACE1. 
From the 65 positive clones obtained, we got cutA divalent cation tolerance 
(CUTA), vacuolar protein sorting 25 (VPS25) and brain-type creatine kinase (CKB). 
The β-galactosidase activity assay demonstrated that CUTA, VPS25 and CKB can 
interact with BACE1 in yeast strain AH109. We also construct the plasmid that can 
express the three protein to verificate whether they can interact with BACE1 in 
mammalian cells. The interaction between CUTA and BACE1 was comfirmed by 
co-immunoprecipitantion in the mammalian 293T cells. Furthermore, we found the 
overexpression of CUTA increased the protein level of APP, but didn’t  influence the 
protein level of BACE1 in N2a cells. Unfortunately, we failed to detect the 
interactions between VPS25/CKB and BACE1 using the same methods. 
Our study idenitified a new protein, CUTA, which can interacting with BACE1. 
The elevated protein level of APP in N2a of CUTA overexpression suggests that CUTA 
may play potential roles in the regulation of BACE1 activity and/or the expression of APP. Our 
research may contribute to further comprehend the biological functions of CUTA , and facilitate 
developments in the regulatory mechanism of BACE1 and AD pathogenesis . 
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第一章    前言 
1 
第一章 前言 
一  阿尔茨海默症 
1 阿尔茨海默症概述 
阿尔茨海默症（Alzheimer’disease, AD）是一种与年龄相关的神经退行性疾
病，又称为老年痴呆症。65 岁人群中发病率大约为 10%，而 85 岁以上人群中这
一比例可高达 50% [1]。AD 主要的临床症状表现为记忆和认知能力的逐渐丧失，严
重者失去生活自理能力[2]。据统计，全世界患 AD 的病人超过 2000 万；而随着世
界人口的老龄化，这一数字还会上升。中国已经进入老龄化社会，目前我国 60
岁以上人口约为 1.2 亿，占全国总人口的 10%以上。北京老年病医疗研究中心公




2 阿尔茨海默症病理特征   
2.1 老年斑 
AD病人的一个病理学特征是大脑内认知和记忆相关区域出现老年斑（senile 
plaques，SPs）（图 1）。大量的研究表明 SPs 中含有β淀粉样蛋白（beta-Amyloid 
protein，Aβ）、tau 蛋白、载脂蛋白 E（ApoE）等[3]，其中 Aβ具有重要的病
例作用。有研究表明，不溶性 Aβ的沉积是 AD 的中心环节，很可能启动了难以
逆转的神经变性。Aβ 具有细胞毒性，在体外用 Aβ 处理细胞，以及将 Aβ 注射





由 19 个外显子组成。APP 基因的转录产物因不同的剪接方式形成至少 8 种异构
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位置（Aβ 的 17 位置)可以被α-分泌酶水解生成可溶性分子 sAPPα和跨膜片段
αCTF[7]。αCTF 进一步被 γ-分泌酶水解生成 p83 片段。这是 APP 水解的
nonamyloidogenic 途径。另一方面，βAPP 的胞外区可以首先被 β-分泌酶在 Aβ
的 1 或 11 位置水解，所产生的跨膜片段 βCTF 再进一步被 γ-分泌酶在膜双分子

















        图 1  AD 的两个重要病理学特征（摘自分子细胞生物学，张云武等著） 
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成，tau 蛋白是 MAP 的主要成分[12]。以 NFT 形式存在的 tau 总是过度磷酸化的：tau
的过度磷酸化不仅使其丧失催化微管装配和稳定微管结构的正常功能，还促使其
变成具有细胞毒性的分子，并沉积为 NFT[13]。从 AD 脑中提取 tau 的含磷量比正常
tau 高 3 到 4 倍。用 Aβ 处理细胞可以引起 tau 过度磷酸化，并具有神经细胞毒
性；但 Aβ对 tau 基因敲除的细胞无毒性[14]。在神经退行性疾病和动物模型脑中，
所有细胞内沉积的 tau 均以异常过度磷酸化的形式存在；并且过度磷酸化的发生
早于其聚集成 NFT[15]。这些研究表明，tau 的异常过度磷酸化在 AD 形成中可能
发挥重要作用。 
二 AD 的发病机制 







表达、酶切过程，或者改变 Aβ 的稳定性和聚集反应[17-18]。结果引起 Aβ 产物和
其清除之间的平衡被破坏，聚集的 Aβ逐渐累积就会引发一系列的级联反应：神
经胶质增生，炎症反应，突触改变，神经递质损失等（图 2）[17,18]。APP 酶切过
程失调，导致 Aβ42 产物过量，使其形成斑块核心。从 APP 上水解下来的 Aβ40/42
融合成弥散性斑块（diffuse plaques）沉淀， 终形成神经斑（neuritic plaques）
[19]。神经斑能够导致小神经胶质细胞和星型细胞激活、引起氧化损伤以及 tau 蛋
白聚集和磷酸化，并 终引起神经细胞功能障碍和死亡，导致 AD 的形成[20]。 
与 AD 相关基因突变主要发生在 APP 和 Presenilin 基因上。APP 基因是第一
个被发现与 FAD 相关的基因，由于该基因突变诱发的老年痴呆症约占 FAD 的
10％[21]。APP 基因位于 21 号染色体的长臂上（21q21），在其 5’端序列附近已发
现数个调控因子，如热休克蛋白（Hsp）、白介素-1（IL-1）、神经生长因子（NGF）
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如 APP 第 717 位 V 被 I，L，F 或 G 替代，第 693 位 E 被 Q，K 或 G 替代，第
670、671 位的 KM 被 NL 替代等[23]。APP 基因的突变能够引起 APP 蛋白代谢途
径的改变，导致 Aβ蛋白产物增加，或者提高 Aβ42 的比例[24]。Presenilin 基因包
括 Presenilin-1（PS-1）和 Presenilin-2（PS-2）基因，主要与早发性 AD 有关，在
多数 FAD 患者脑中均发现 PS-1 和 PS-2 基因的突变。PS-1 基因突变是引起 FAD
的主要原因。目前，在 PS-1 基因编码区已经发现超过 100 种以上的突变[25]。普
遍认为，PS-1 和 PS-2 基因突变能够提高 AD 病人的 Aβ42 水平。人类和转基因小
鼠大脑组织研究表明：PS 基因突变能够提高 Aβ42/ Aβ40 比例.[26]；而且在人脑中，
寡聚态 Aβ42 和 Aβ42 斑块沉积也会增加[27]。 
 
图 2. 淀粉样蛋白级联假说示意图（摘自 Giuseppe Verdile 等，2005） 
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除 APP 和 PS 基因外，还有其他能够诱发 AD 的基因危险因子存在。研究发
现， ApoE基因ε4 等位基因在AD尤其是 FAD 患者的出现频率要高于正常人[28]。
携带一个或两个ε4等位基因能够提高患 AD 的可能性，而且与携带ε2和/或ε3
等位基因相比，其平均发病年龄更早[29]。VLDL-R（very low density lipoprotein 
receptor）基因，位于 9号染色体上。VLDL-R 能够影响 ApoE 在大脑中的代谢，
提高ε4 携带者的 AD 患病率[30]。位于 12 号染色体上的α2 巨球蛋白（A2M）基
















































Harman 在 1956 年就提出衰老是由自由基介导的细胞损伤引起的[44]，而年龄







氧化产物还可能影响 APP 代谢，促进 NFT 和 Aβ 的聚集，并增强它们的神经毒
性[49]。这些研究表明氧化应激和 AD 病理改变密切相关。 
研究表明，可溶性 Aβ、Aβ纤维、神经纤维纠结和线粒体异常都会促进 AD
大脑的氧化应激[46,50]。在 AD 患者脑中，金属离子能够促进氧化损伤。在铜离子
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三 BACE 的研究进展 
1 β-分泌酶的发现 
在 APP 水解产生 Aβ的过程中，β-分泌酶和 γ-分泌酶发挥了至关重要的作用。







克隆，并将其所编码的蛋白分别命名为 BACE（beta-site APP-cleaving 
enzyme），Asp2 和 memapsin2[57-59]。序列对比显示它们是同一分子，现在通常将
其称之为 BACE 或 BACE1。BACE1 具有 β-分泌酶所有已知的功能和特征：
BACE1 是一个含有 501 个氨基酸的跨膜蛋白，能够特异性的结合、催化 APP 的
水解；脑组织中，BACE1 在神经元中的表达远远高于胶质细胞；BACE1 多度表
达后，细胞内 β-分泌酶的活性明显升高[60]。基因敲除实验证明，BACE1 是体内
主要的 β-分泌酶[61]。同年，研究人员通过序列分析发现了 BACE1 的同源物（68
％相似性），并将其命名为 BACE2[62]。BACE2 与 BACE1 都能水解 APP，但是二
者的降解位点存在差异：BACE1 可在 Aβ序列的 N-端及 Aβ10和 Aβ11之间水解
APP[63]；而 BACE2 水解位点主要位于 Aβ的内部，产生的片断不宜形成淀粉样
物质，神经毒性较小[64,65] 
2 BCAE1 的结构特征 
BACE1 基因位于第 11 号染色体上（11q23.2-q23.3），含有 2526 个碱基对[66]。
BACE1 是一种新型的膜结合天冬氨酸蛋白酶，属于胃蛋白酶家族，但其相似性较
低[67]。BACE1 由 501 个氨基酸组成，包括：N-末端信号肽（1～21）和前肽区（22～
45），中部的成熟蛋白催化区（46～460），其后为 C 端延伸部分即 17 个氨基酸
组成的跨膜区和 24 个氨基酸的短胞质尾（478～501）[68]（图 3）。BACE1 的成
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